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(54) Title: IMPLANTABLE SUBSTRAIES FOR HEALING COWfECWfE TISSUE 
^ (54) Bezeichnung: IMPLANTTERBARE SUBSTRAIN ZUR HEILUNG VON BINDEGEWEBE 

0^ (57) Abstract: The invention relates to an implantable substrate for healing and protecting connective tissue, preferably cartilage, 
in the case of arthrosis. The invention also relates to systems and auxiliary means for activating stationary mesenchymal cells for 

GO regenerating the tissue. Fine connections are produced between the articular space and the bone marrow space. The articular surface 
is then covered with multi-layer materials which induce growing-in and maturing of cartilage precursor cells of the bone marrow. 

2 (57) Zosam menfiissang: Die Eifindung betrifit ein implantterbares Substrat zur Heilung and IVotelctioa von Bindegewebe, votzugs- 
weise Knorpel. bei Ardirose. Dabei bezteht sie sich auf Systeme und Hil^smittei zur Aktivienmg ortsstSndiger mesencfaymala Ti^ii^ 
zur Geweberegeneradon. Dazu werden zunSchst feine Verbindungen zwischen Gelenkraum und Knochenmarkraum hergestellt Da- 
nach wird die GelenkflSche mit mehrsdiichtigen Materialien abgedeckt, die ein Einwachsen und Reifen von Knorpelvorl&ufeizellen 

^ aus dem Knochenmark induzieren. 
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IMPLANTIERBARE SUBSTRATE ZUR HEILUNG VON BINDEGEWEBE 

5 

Die Erfindung betrifft implantieibare Substrate zur Knoipelheilung und 
-protektion bei Arthrose, genauer gesagt ein implantierbares Substrat zur Heilung 

10 und/oder Protektion von Bindegewebe, vorzugsweise Knoipel, umfassend minde- 
stens eine Struktur fiir die Zeileinwanderung in vivo und/oder fOr die Zellmatrix- 
bildung und/oder fiir die Freisetzung von Bestandteilen des eingesetzten Mittels 
und mindestens ein Mittel zur Aktivierung ortsstandiger Zellen zur Geweberege- 
neration, ein Verfahren zu dessen Herstellung, ein Verfahren zur Heilung 

15 und/oder Protektion von Bindegewebe, vorzugsweise zur Knorpelheilung 
und/oder -protektion bei Arthrose, unter Verwendung der erfindungsgemaBen 
Substrate, sowie deren Verwendung in der operativen Medizin und ira Tissue En- 
gineering. 

20 Arthrose 

Die Osteoarthrose ist die h&ufigste Gelenkerkrankung weltweit, die Mehrzabl aller 
Menschen im Alter Uber 65 sind davon betroffen. Daraus ergibt sich zwangslSufig 
eine enorme klinische, gesundheitspolitische und volkswirtschaflliche Relevanz 
fiir Methoden zur Behandlung der Osteoarthrose. Im Verlauf dieser primSr dege- 

25 nerativen altersabhSngigen Gelenkeikrankung kotnmt es zu einer schrittweisen 
fokalen Zerstdrung der Gelenkoberfl&che und einem reaktiven fehhreguli^en 
regionalen Wachstum der angrenzenden und subchondralen Knochenstrukturen 
(Osteophyten). Folge sind Schmerzen und eingeschrSbkte Funktion und Beweg- 
hchkeit. Systemische Faktoren, die die Entstehung einer Osteoarthrose beeinflus- 

30 sen, sind Alter, Geschlecht, Gewicht, Osteoporose, eine familiSre Vorbelastung 
und mechanische Uberbeanspruchung. Lokale Faktoren schliessen die spezifische 
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Gelenkfoim, Fehlstellungen, Traumen sowie speziell einwiikende biomechani- 
sche Faktoren ein. Trotz der eigentlichen degenerativen Genese kommt es auch 
bei der Osteoarthrose zu entztlndlichen VerSndenrngen wie einer Synovitis (Ent- 
zQndung der Gelenkinnenhaut) und Produktion von entziindungsfordemden bio- 
5 logischen Botenstoffen (Zytokinen und Wachstumsfaktoren). Die ablaufenden 
VerSndeningen stellen eine FeUregulation der Gewebehome6stase im Bereich der 
lasttragenden Knorpel- und Knochenstrukturen dar, eine Dysbalance zwischen 
degenerativen und reparativen Prozessen (WB van den Berg: The role of cytoki- 
nes and growth factors in cartilage destruction in osteoarthritis, Z Rheumatol. 
10 58:136-141, 1999). 

Die Erkrankung ist dabei Folge von Storungen im Bereich des gesamten Gelenkes 
einschlieBlich des Knochens, der Muskulatur und der Gelenkinnervation, die 
letztlich zu einer mechanischen tJbeibeanspruchung und biochemisch vermittelten 

15 Zerstdnmg der betroffenen Gelenke fUhrt. Von Bedeutung ist weiteifain, daB es 
bislang keine Heilung dieser Erkrankung gibt: Physiotherapeutische MaBnahmen 
und schmerzlindemde, entztindungshemmende Medikamente (nichtsteroidale An- 
tirheumatika) sind haufig unzureichende symptomatische Therapien. Konventio- 
nelle orthopadische Verfahren (Debridement, Gelenkshaving, microfiacture, dril- 

20 ling) sind ebenfalls nur unzureichend wirksam, bei ausgeprSgten VerSnderungen 
bleibt haufig nur der operativ-rekonstruktive EingrifF mit endoprothetischem Ge- 
lenkersatz (JA Buckwalter, HJ Mankin: Articular Cartilage Repair and Trans- 
plantation: Arthritis & Rheumatism 41:1131-1342, 1998). 

25 Knorpelregeneration durch Tissue Engineering mit Zellen und Wachstumsfakto- 
ren 

Vielversprechende neue Technologien bietet das Tissue Engineering durch eine 
Transplantation funktionell aktiver autologer Zellen und ggf. formgebenden Bio- 
materialien. 



30 
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Mit Hilfe dieser Technologie wird neues Knorpel- und Knochengewebe aktiv auf- 
gebaut bzw, geztlchtet. Das Tissue Engineering basiert normalerweise auf der 
Vennehnmg autologer Zellen, die anschlieBend dem Patienten, z.B. in Fonn einer 
Losung Oder als ausgereiftes Transplantat, wieder in den Patienten transplantiert 
5 werdcn. Leider ist das Proliferationspotential der Zellen begrenzt, und eine Ver- 
mehrung uber viele Zellpassagen in vitro reduziert wesentlich die fiinktionale 
Qualitat der Zellen. 

Ein weiterer Ansatz im Tissue Engineering besteht darin, die Geweberegeneration 
10 insgesamt oder zumindest die Differenzierung von zuvor dem Patienten entnom- 
menen Zellen, z.B. durch Zusatz von Wachstumsfaktoren zu stimulieren. Hieibei 
sind insbesondere Faktoren der TGF-8-Superfamilie interessant, da sie bei der 
Entwicklung von Geweben und Organen eine zentrale RoUe spielen. Flir das Tis- 
sue Engineering gibt es dabei sehr verschiedene Prinzipien, diese Faktoren einzu- 
15 setzen. So kSnnen beispielsweise in einen Teil der Zellen Gene der 
TGF-B-Familie eingeschleust werden, um die Ausreifung zu verbessem, aber auch 
um das Gewebe z.B. in einem chronisch entzOndeten Gelenk vor emeuter ZerstS* 
rung 2u schutzen (Evans CH, Robbins PD: Gene therapy for arthritis, Gene thera- 
peutics: Methods and applications of direct gene transfer. Edited by JA Wolff, 
20 Boston, Birkhauser, 321, (1994); Kalden JR, Geiler T, Herrmann M, Bertling W: 
Gentherapie der rheumatoiden Arthritis - ein bereits anwendbares Therapieprin- 
zip? - Z Rheumatol 57:139-47, (1998); Hemdon JH, Robbins PD, Evans CH: Ar- 
thritis: is the cure in your genes? J Bone Joint Surg Am, 81:152-7, (1999)). 

25 Eine weitere Moglichkeit besteht in der Verwendung von Release-Systemen (US 
5,910,489), also der voriibergehenden Freisetzung von Faktoren aus resorbierba- 
ren Mikropartikeln oder ZelltrSgem, um z.B. ein Transplantat wShrend der kriti- 
schen Phase der Einheilimg zu stabilisieren. SchlieClich kann auch die direkte 
Geweberegeneration ohne Zellen ausschlieQUch durch Wachstumsfaktoren und 

30 Biomaterialien angewandt werden (Kubler, Osteoinduktion und -reparation, 
Mund-Kiefer-Gesichtschir., 1, 2-25, (1997)). 
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Durch die Entdeckung irnd Charakterisiening von immer neuen Faktoren, die 
Ausreifung und Differenzienmg von Kdipeizellen beeinflussen kdnnen, stehen 
zunehmend Weikzeuge zur Verfiigung, die die Herstellimg eines vollwertigen 
5 Ersatzknoipels oder -knochens, ausgehend von nur wenigen autologen Zellen er- 
mSglichen. 

Grofiter Nachteil dieser Technologie ist jedoch die Notwendigkeit, dem Patienten 
zunSchst eine Gewebq)robe zu entnehmen und die vergleichsweise aufSvendige 
10 Kultivierung der Zellen. 

Stammzellreknition, Wachstumsfaktoren 

Bei einer natiirlichen Gewebeheilung werden nonnalerweise Zellen aus der Urn- 
gebung des Defekts oder der Verletzung angelockt, um die Lasion zu fiillen. Da- 
is bei handelt es sich hauptsachlich um Vorl&ufeizellen, die sich erst im weiteren 
Verlauf durch Differenzierung zu den Gewebezellen mit den jeweiligen typischen 
Eigenschaften entwickeln. So wandem bei einef Knochenfraktur Vorlfiuferzellen 
aus der Knochenhaut und aus dem Knochenmaik in den Defekt und bilden fiber 
den Umweg eines Knorpelkallusgewebes neue Knochen. Eine natOrliche Knorpel- 
20 regeneration durch einwandemde VorlSuferzellen funktioniert beim Menschen 
praktisch nicht. Bestimmte Behandlungstechniken wie die Micro Fracture- 
Verfahren zielen jedoch darauf ab, Zellen sus dem Knochenmark den Weg in den 
Gelenkraum zu er5f&en. 

25 Auf dem Gebiet der Knorpelheilung sind auch bioaktive Substanzen entwickelt 
worden, die chemotaktische, antiinflammatorische, antiangiogenetische, differen- 
zierende oder antiadhesive Eigenschaften aufvveisen (US 5,853,746: Methods and 
compositions for the treatment and repair of defects or lesions in cartilage or bone 
using functional barrier; US 5,817,773: Stimulation, production, culturing and 

30 transplantation of stem cells by fibroblast growth factors; US 5,910,489: Topical 
composition containing hyaluronic acid and NSAIDs). 
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Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Substrat zu entwickeln, das sich 
bei der Heilung und/oder Protektion von Bindegewebe, insbesondere Knorpel, 
einsetzen l^t. Die Aufgabe wurde durch die Bereitstellung implantierbarer Sub- 
5 strate zur Heilung und/oder Protektion von Bindegewebe, insbesondere zur Knor- 
pelheilung und/oder -protektion bei Aithrose geldst. 

Dabei basiert diese Erfindung insbesondere auf der Nutzung bzw. Stimulation von 
pluripotenten VorlSuferzellen oder auch mesenchymaler Stammzellen fOr die Ge* 

10 weberegeneration, deren Potential zur Proliferation und DiffCTrazienmg von be- 
sonderem Interesse filr die Knorpel- oder auch Knochenheilung ist. Vorl&ifer und 
Stammzellen kdnnen im Piinzip vergleichbar den adulten 2^11en eingesetzt wer- 
den. Dabei kann man das Diffo-enzierungsverfaalten unter Einflufi verschiedener 
morphogener Faktoren z.B. der FGF (fibroblast growth factor) oder TGF-B (trans- 

15 fomiing growth fector beta)-Superfamilie unter definierten Kultutfaedingungen 
beeinflussen (US-Patent 5,817,773). 

Die vorliegende Erfindung betrifR somit ein implantierbares Substrat zur Heilung 
und/oder Protektion von Bindegewebe, insbesondere Knorpel, umfassend minde- 
20 stens ein Mittel zur Aktivierung ortsstandiger Zellen zur Geweberegeneration und 
mindestens eine Struktur filr die Zelleinwanderung in vivo und/oder fbr die Zell- 
matrixbildung und/oder filr die Freisetzung von Bestandteilen des eingesetzten 
Mittels. 

25 Femer betrifft sie ein Substrat zur Heilung xmd/oder Protektion von Bindegewebe, 
insbesondere Knorpel, umfassend mindestens ein Mittel, das differenzierende 
Faktoren und chemotaktische Faktoren enthait, vorzugsweise zusammen mit einer 
Struktur, wie oben definiert. 

30 Dabei bezeichnet der erfindimgsgem&Be BegrifT „Substrat" die Gesamtheit des 
erfindungsgemSQen Gegenstands. Das erfindungsgem&Qe Substrat kann z.B. eine 
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streichbare bzw. klebende "Zell-Lockpaste" Oder eine Art "bioaktives Knorpel- 
pflaster" sein. Eine Ausfiihnmgsfonn des erfindungsgemaOen Substrats ist in Fi- 
gur 1 gezeigt, 

5 Der Begriff „Stniktur fiir die Zelleinwanderung in vivo und/oder fiir die Zellma- 
trixbildung und/oder iiir die Freisetzung von Bestandteilen des eingesetzten Mit- 
tels'* (Struktur) umfaOt die Matrix, in der sich das erfindungsgemSB verwendete 
Mittel befindet. 

10 Der BegrifT ,>fittel" umfafit alle im Rahmen der vorliegenden Erfindung einsetz- 
baren biologisch aktiven und inaktiven Bestandteile, die in ihrer Gesamtheit zur 
Aktivierung ortsstandiger Zellen zur Geweberegeneration beitragen. 

„Chemotaktische Faktoren" sind biologisch aktive Faktoren, die geeignet sind, 
IS Zellen, z.B. Knoipelvorl&uferzellen aus dem Knochenmark, autologe mesenchy- 
male Zellen, Progenitorzellen und Stanunzellen, hin zum Qrt der Behandlung 
bzw. an die Stelle, an der das erfindungsgem^e Substrat sich befindet, ,,anzulok- 
ken". 

20 ,J)ifirerenzierende Faktoren" sind biologisch aktive Faktoren, die geeignet sind, 
Zellwachstum, insbesondere der oben genannten ZeUen und damit Gewebeaufbau 
zu induzieren. 

Uberraschenderweise ist es gelungen, ein Substrat mit Mitteln zur Verfiigung zu 
25 stellen, das das Einwandem von GewebevorlMuferzellen aus den umliegenden 
Geweben - beim Gelenkknorpel also aus dem Knochenmark oder Synovium - 
induziert und kontroUiert werden kann. Dies geschieht dadurch, daB wShrend der 
Behandlung die im Substrat enthaltenen Mittel freigesetzt werden. 

30 Figur 1 zeigt eine bevorzugte Ausftttmmgsform des erfindungsgemSfien Substrats, 
das schichtf&rmig aufgebaut ist. 
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Mittel 

Die im Rahmen des erfindungsgemaBen Substrats verwendeten Mittel sind geeig- 
net, das Einwandem von GewebevorlSuferzellen aus den umliegenden Geweben 

5 der zu behandelnden Orte zu induzieren und zu kontrollieren. In der Regel sind 
die Mittel Substanzen, die zur Mobilisiening und/oder Aktivierung und/oder zum 
Anlocken autologer mesenchymaler Zellen, Progenitorzellen und Stammzellen 
geeignet sind. Insbesondere enthalten die MiUel biologisch aktive Faktoren, wie 
Z.B. chemotaktische oder chemotaktische und differenzierende Faktorai. Im dn- 

1 0 zelnen sind zu nennen: 

Wachstums- und DifTerenzierungsfaktoren, wie z.B. solche aus der TGF-Siq>er- 
familie, FGF-Faniilie, PDGF, IGF, EGF; 

zelluiare AdhSsionsmolekiile, wie z.B. Integrine, CD44, Selektine, Pioteoglykane; 
synthetische Peptide, wie z.B. RGD-Sequenzen, z.B. Argi- 
15 nin-Glycin-Asparaginsaure; 
Zytokine; 

chemotaktische Faktoren. wie z.B. CDMP, CTGF, Osteopontin, NO-Syn- 
thease-Hemmer; oder 

extrazelluiare Matrixkomponenten, wie z.B. Proteoglykane, Fibronektin, KoUa- 
20 gen. 

Dariiberhinaus kann das erfindungsgemaO eingesetzte Mittel - in Abhangigkeit 
vom Verwendungszweck - folgende weitere Komponenten imifassen: 
Enzyme oder deren Vorstufen, wie z.B. Proteasen, Metalloproteinasen, Cathepsi- 
25 ne; 

Hemmstoffe von Enzymen, wie z.B. THVIP, Antikorper oder synthetische Blok- 
ker des katalytischen Zentrums; 

entzundungshemmende Zus&tze, wie z.B. entziJjidungshemmende Aizneimittel 
und/oder Faktoren. 



30 
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Femer kann das Mittel auch autologe und nichtautologe Zellen, wie z.B. mesen- 
chymale Zellen, Progenitorzellen, Stammzellen/Vorl&uferzellen enthalten, die 
dann wiedenim entsprechende Faktoren fireisetzen kdnnen. 

5 In einer weiteren Ausfilhningsfonn kronen Gene oder bioaktive Faktoren in die 
ZeUen transfiziert werden. 

Dabei kann die Freisetzung von zwei oder mehreren Komponenten des erfin- 
dungsgem&B eingesetzten Mittels gleichzeitig oder sequentiell und/oder aus zwei 
20 Oder mehreren Phasen/Komponenten/Schichten des Substrats bzw. der Struktur 
erfolgen. Femer kann das erfindungsgemSB eingesetzte Mittel und/oder die erfin- 
dungsgemSB verwendete Struktur Einrichtungen zu einer verzSgerten Freisetzung 
der Komponenten aufweisen. 

15 Strukturen 

Femer beinhalten die erfindungsgemafien Substrate - in einer Ausfflhrungsform 
zwingend und in einer weiteren Ausf&hrungsfonn optional - geeignete Strukturen 
fur die Zelleinwanderung in vivo und/oder fiir die Zellmatrixbildung und/oder fiir 
die Freisetzung von Bestandteilen des eingesetzten Mitteis» insbesondere der darin 
20 enthaltenen Faktoren. 

Die erfindungsgemMBen Strukturen fiir die Zelleinwanderung in vivo und/oder fiir 
die Zellmatrixbildung und/oder fttr die Freisetzung von Bestandteilen des einge- 
setzten Mittels, insbesondere der chemotaktischen und/oder differenzierenden 
25 Faktoren umfassen vorzugsweise 
Hydrogele; 

Schwtoune (z.B. aus Kollagen); 

WoUe- oder Watte-artige Gebilde aus Polysacchariden (z.B. Cellulose-Wolle, 
Cellulose-Watte); 
30 natOrliche oder synthetische Polypeptide (Fibrin, Polylysin); 
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Geflechte, Gewebe Oder Gewirke aus Fasem (z.B. Faseni resorbieibarer Polyme- 

re); 

Klebepasten (z.B. Acrylatkleber), Klebefolien (z.B. fibrinogenbeschichteter Hya- 
lurons&urefolie); 
5 keramische Materialien 

Oder eine Kombination aus zwei oder mehr dieser Strukturen. 

Die erfmdungsgem^ verwendeten Strukturen - und damit auch die erfindungs- 
gem^en Substrate - konnen uber resorbierbare oder ttber nichtiesorbierbare Ei- 

10 genschafien verfiigen. Strukuren mit resorbieibarm Eigenschaflen umfassen bei- 
spielsweise Hyalurons&uren, vorzugsweise solche mit einem Molekulargewicht 
von 400-600 kD, Poly-alpha-Hydroxys&urra, KoUagene, Alginate, Agarosen, Fi- 
brine, BioglSser oder ihren Kombinationen. Strukturen mit nichtresoibieibaren 
Eigenschaften umfassen beispielsweise keramische Materialien oder aus Kombi- 

15 nationen von keramischen Materialien mit Strukturen, die resorbierbare Eigm- 
schaflen aufweisen. 

Femer kann das erfindimgsgemaBe Substrat eine Struktur mit mehreren Unter- 
strukturen umfassen. Die Unterstrukturen, die die erfindungsgemaB eingesetzten 
20 Mittel bzw. einzelne Bestandteile dieser Mittel speichem und freisetzen konnen, 
umfassen Schichten, Trdpfchen/Kiigelchen oder Oberflachenbeschichtungen. So 
ist es beispielsweise m6glich, daB innerhalb einer Gitterstruktur aus einem kera- 
mischen Material ein Hydrogel umfassend ein erfindungsgem^es Mittel eingela- 
gert ist. 

25 

Das erfindungsgemaOe Substrat kaim demnach eine Struktur in Form eines 
Schwamms, in Forai von Beads, Membranen, Gitter, Watten, Beutel/Kissen, als 
Fliissigkeit, Gel oder als mehrschichtiges Material aufgebaut sein. Im let2leren 
Falle umfaBt das Substrat daim beispielsweise eine woUeartige Polymerkonstiuk- 
30 ten wie z.B. Polyglykolid, kombiniert mit HyaluronsS.ure und chemotaktischen 
Wachstumsfaktoren wie zJB. Osteopontin. 
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Allgemein weisen die Substrate fonnbare, streichbare oder pastenartige Eigen- 
schaften mit elastischen oder plastischen mechanischen Eigenschaften auf und 
sind injizierbar. 

5 

Das Substrat bzw. die darin befindlichen Strukturen, sofero vorhanden, kann auch 
mehrere Phasen und/oder Komponenten und/oder Schichten umfassen, die dann 
wiedenim zwei oder mehr Mittel freisetzen kdnnen. 

10 In einer bevorzugten Ausflihrungsfonn werden mesenchymale Stammzellen mit 
HyaluronsMure vennischt und an den zu behandelnden Ort injiziert. 

In einer bevorzugten AusfUhningsfonn werden mesenchymale Stammzellen mit 
HyaluronsMure vermischt und an den zu behandelnden Ort injiziert. 

15 

In einer besonderen Ausgestaltungform weisen die Substrate, z.B. in Form eines 
mehrschichtigen Materials zur Abdeckung der Gelenkfiache, eine Struktur auf, die 
unterseitig mit Pins, HohlstiftenZ-nadeln kombiniert oder mit Verankerungsstruk- 
turen, wie z.B. einen KlettverschluB, versehen ist Sie kSnnen femer so ausgebil- 
20 det sein, dafl sie unterseitig z.B. knoipelverdauende Enzyme - Metalloproteinasen, 
Hyaluronidase, Cathepsine - freisetzen. Die Pins, Hohlnadeln oder Verankerungs- 
strukturen sind vorzugsweise resorbierbar ausgebildet 

In einer weiteren Ausfiihrungsform werden mesenchymale Stammzellen und/oder 
25 andere BindegewebsvorlSuferzellen, z.B. Periostzellen und Perichondriumzellen 
mit Z.B. Hyaluronsaure in einer Doppelspritze gleichzeitig oder mit getrennten 
Spritzen nacheinander injiziert. 

Die erfindungsgem^en implantierbaren Substrate sind mit den Fahigkeiten aus- 
30 gestattet, autologe mesenchymale Zlellen, Progenitorzellen und/oder Stammzellen 
zu mobilisieren, zu aktivieren und/oder anzulocken imd diese Zellen zur Prolife- 
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ration, DifTerenzienuig und/oder Maturation anzuregen. In die Zellen lassen sich 
Gene der genannten bioaktiven Faktoren transfizieren. 

Herstellverfahren 

5 Die Herstellung des erfindungsgemafien implantierbaren Substrats zur Heilung 
und/oder Protektion von Bindegewebe, insbesondere Knorpel, erfolgt durch in 
Kontakt bringen einer Struktur ftlr die Zellmatiixbildung und/oder Zelleinwande- 
rung in vivo und/oder fUr die Freisetzung von Bestandteilen des eingesetzten Mit- 
tels und mindestens eines Mittels zur Aktivierung ortsstSndiger Zellen zur Gewe- 
10 beregeneration oder durch in Kontakt bringen von diSerenzierCTden Faktoren und 
chemotaktischen Faktoren, sofem das erfindungsgemSBe Substrat keine Struktur 
im Sinne der Erfindung um&fit. 

Behandlunpsverfahren 
15 Femer betrifit die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Bindegewebsheilung 
und/oder -^^rotektion, insbesondere bei Arthrose, dadurch gekennzeichnet, daB 
das Bindegewebe mit einem erfindungsgem^en Substrat in Kontakt gebracht 
wird. 

20 Der Begriff ^Bindegewebe" im Sinne der vorliegenden Erfindung umfaBt dabei 
Knorpel, Knochen, Sehnen und Menisken. In einer bevorzugten Ausfiihningsform 
bei Anwendung des erfindungsgemSBen Verfahrens zur Knorpelheilung und/oder 
-protektion werden vor dem in Kontakt Bringen des Knoipels nxit dem Substrat 
Verbindungskanale in dem subchondralen Raum des Knorpels hergestellt. 

25 

Bei der Behandlung von z.B. Knorpelheilung und -protektion kdnnen derartige 
Substrate z.B. tlber die GelenkflSche mit Fibrin- oder Acrylatkleber geklebt und 
angepaflt werden. Die verwendeten Fibrin- oder Acrylatkleber sind vorzugsweise 
mit gespeicherten chemotaktischen Wachstumsfaktoren (cartilage derived 
30 morphogenetic protein oder connective tissue growth factor) versehen. Sie werden 
iiber die Gelenkflache gestrichen und vorzugsweise mit Thrombin zu einem artifi* 



wo 01/37858 



-12- 



PCT/EP00A1735 



ziellen Superclot verfestigt. Altemativ umfaDt das erfindungsgemaBe Substrat in 
Form einer Doppelspritze in einer Kammer das erfindungsgemSBe Mittel, z£, 
differenzierende nnd/oder chemotaktische Faktoren, und in einer zweiten Kammer 
das Thrombin. Diese Variante wird insbesondere nach einer Microfractu- 
5 re-Behandlung des zu behandelnden Orts eingesetzt, wobei sich die biologisch 
aktiven Substanzen (Mittel) in den Superclot einbringen lassen. 

Die Induzierbaikeit des Mittels und/oder die Faktorenfreisetzung erfolgen vor- 
zugsweise von auQen, beispielsweise durch Magnetfelder, elektrische Impulse wie 
10 Strom Oder Spannung, Bewegung oder Substanz-Injektion. 

Die erfindungsgemSfien Substrate werden vorzugsweise nach Erstellen von Ka- 
n^en beispielsweise in den subchondralen Raum, beispielsweise durch Mikro- 
frakturen, Bohrungen, Stiche, eingesetzt. Die VerbindungskanSle/Bohrungen zwi- 
15 schen Markraum und Gelenkraum selbst lassen sich auch durch ein Nagelgitter, 
das ein Bestandteil der Struktur sein kann, herstellen, zweckm&Bigerweise durch 
eine klettverschluBartige Verankerungsstniktur mit einem so darunterliegenden 
Nagelgitter erzeugen. 

20 Dieses Verfahren ist in einer bevorzugten Ausfiihrungsform dadurch gekenn- 
zeichnet, daB VerbindungskanSle zwischen Gelenkraum und Knochenmarkraum 
hergestellt, eine klebrige knoipelfreundliche Schicht auf den arthrotischen Ge- 
lenkknorpel gebracht, Zellen aus dem Knochenmark angelockt und in einer tem- 
poraren nShrenden sowie fbrdemden Umgebung in der aufgeklebten Schicht zu 

25 Knorpelgewebe entwickelt werden. Dabei werden Substrate, die Strukturen mit 
Kanalen, die geeignet sind, Verbindungen zwischen Gelenkraum und Knochen- 
markraum innerhalb vorher hergestellter multipler feiner Bohrungen/Kanale her- 
zustellen, eingesetzt, mit denen das Einwandem von GewebevorlSuferzellen aus 
den imiliegenden Geweben induziert und Strukturen fur die Zelhnatrixbildung 

30 ermSglicht werden. Zu dem Verfahren gehort, daB das Substrat Strukturen 
und/oder Mittel umfaBt, mit denen eine Gelenkfl&che, vorzugsweise mehrschich- 
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tig abgedeckt wird, und so ein Einwachsen und Reifen von Knoipelvoriaufexzel- 
len aus dem Knochenmark induzieren. 

Das erfindungsgemMBe Substrat weist eine Kombination bekannter (mesenchy- 
5 male Zellen, Progenitorzellen, StammzellenA^orlauferzellen aus dem Knochen- 
mark, bioaktive Faktoren) und neuer Elemente (VerbindirngskanSle zwischen 
Markraum und Gelenkraum; mehrschichtige Materialien zur Abdeckung der Ge- 
lenkflache, die ein 'Einwachsen und Reifen von Knorpelvorlauferzellen aus dem 
Knochenmark induzieren; artifizieller Superclot) auf, die sich gegenseitig beein- 
10 flussen und in ihrer neuen Gesamtwirkung einen Vorteil (synergistischen EfTekt) 
und den erstrebten Erfolg ergeben, der darin liegt, daO sich nuimiehr Zellen aus 
dem Knochenmark anlocken lassen und sich in dem erfindungsgemSBen Substrat, 
Z.B. in den mehrschichtigen Substraten zur Abdeckung der Gelenkflache zu 
Knoipelgewebe entwickehi. Durch das erfindungsgemaBe Substrat ist es mfiglich, 
1 5 die exteme Zttchtung und anschliefiende Transplantation der gezflchteten Zellen in 
den Patienten zu minunieren, vorzugsweise zu ersetzen. 

Die erfindungsgemaBe Verwendung der Substrate besteht in ihrem Einsatz in der 
operativen Medizin und im Tissue Engineering, insbesondere bei der Knorpel- 
20 heilung und -protektion bei Aithrose sowie in ihrem Einsatz zur Proliferation, 
DifTerenzierung und Maturation von Zelien. 

Die Erfmdimg soil anhand von Ausfiihrungsbeispielen nSher erlautert werden. 

25 

Beispiele 

Beispiel 1 

Zur Behandlung einer ausgepr^gt arthrotisch deformierten GelenkoberflSche wct- 
30 den zunachst durch multiple feine Bohrungen (1-2 mm) kleine Verbindungen zwi- 
schen dem Knochenmarkraum und der Gelenkhdhle hergestellt. Anschliefiend 
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wird ein wolleartiges Polymerkonstnikt (Polyglykolid) kombiniert mit Hyaluron- 
saure und chemotaktischen Wachstumsfaktoren (Osteopontin) tlber die Gelenkfla- 
che mit Fibrin- oder Acrylatkleber geklebt und angepasst. 

5 Beispiel 2 

Zur Behandlung der GelenkflSche aus Beispiel 1 wird nach Herstellen der Off- 
nungen in den Markiaum Fibiinkleber mit gespeicherten chemotaktischen 
Wachstumsfaktoren (cartilage derived morphogenetic protein oder connective 
tissue growth factor) liber die Gelenkflfiche gestrichen und mit Thrombin verfe- 
1 0 stigt (artifizieller Superclot). 

Abktirzungsverzeichnis 

CD44 - cluster of difTerentiation 

CDMP - cartilage derived morphogenetic protein 
15 CTGF - coimective tissue growth factor 

EGF - epidermal growth factor 

FGF - fibroblast growth factor 

IGF * insulin-like growth factor 

NO-Synthease-Hemmer - Stickoxid-Synthease-Hemmer 
20 NSAD - non-steroidal-anti-inflammatory drugs 

PDGF - platelet derived growth factor (von Thrombozyten gebildeter Wachstums- 

faktor) 

RGD-Sequenzen - Arginin-Glycin-Asparaginsfiure-Sequenzen 
PVC - Polyvinylchlorid 
25 TGF-B-Superfamilie - transforming growth factor beta superfanuly TMP • tissue 
inhibitor of metallo proteinases. 
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Bezoieszeichenliste 



1 


aufgebrachte Substanz 


2 


VerbindungskanSle zum Knochenmark 


3 


Wanderung der Vorl^uferzellen aus dem Knochenmaik 


5 4 


Freisetzung bioaktiver Faktoren 


5 


mesenchymale Zellen, ggf. gentechnisch modifiziert 


6: 


Partikel mit bioaktiven Faktoren 


7: 


Abdeckschicht 


8: 


Schicht mit differenzierenden bzw. gewebebildenden Faktoren 


10 9: 


Schicht mit chemotaktischen Faktoren 
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Patentanspiilcbe 

1. Implantierbares Substrat zur Heilung und/oder Protektion von Bindegewebe, 
5 vorzugsweise Knotpel, umfassend mindestens ein Mittel zur Aktivienmg orts- 
stSndiger Zellen zur Geweberegeneration und mindestens eine Struktur flir die 
Zelleinwandening in vivo und/oder fur die Zelhnatrixbildung und/oder fiir die 
Freisetzung von Bestandteilen des eingesetzten Mittels. 

10 2. Substrat nach Anspruch 1, wobei das mindestens eine Mittel chemotaktische 
Faktoren oder differenzierende Faktoren und chemotaktische Faktoren enthSlt. 

3. Implantierbares Substrat zur Heilung und/oder Protektion von Bindegewebe, 
vorzugsweise Knorpel, umfassend mindestens ein Mittel, das differenzierende 

15 Faktoren und chemotaktische Faktoren enth&lt. 

4. Substrat nach einem der Anspniche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB es 
mindestens ein abdeckendes Material umfafit. 

20 5. Substrat nach einem der AnsprUche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Strukturen mindestens einen Bestandteil (a) bis (g) umfassen: 

(a) Hydrogele 

(b) SchwSmme, KoUagen-Schw^mme 

(c) Wolle/Watte aus Polysacchariden, Cellulose- Wolle, Cellulose-Watte 
25 (d) natiirHche oder synthetische Polypeptide, Fibrin, Polylysin 

(e) Geflechte, Gewirke oder gewebte Strukturen aus Fasem, vorzugsweise Fa- 
sem umfassend resorbierbare Polymere 

(f) Klebepasten, Acrylatkleber, Klebefolien, fibrinogenbeschichtete Hyalu- 
rons&urefolie, oder 
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(g) keramische Materialien. 

6. Substrat nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekermzeichnet, daB das 
mindestens eine Mittel einen biologisch aktiven Faktor enthfilt, der ausgewahlt 
5 wird aus der Gruppe bestehend aus: 

Wachstums- und Dififerenzienmgsfaktoren, zellulSren AdhasionsmoIekQlen, 
synthetiscben Peptiden» Zytokinen, chemotaktischen Faktoren und extrazellu- 
lare Matrixkomponenten. 

10 7. Substrat nach einem der AnsprUche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB es 
femer eine Verankerungsstruktur zur Verankerung des Substrats in oder auf 
dem zu behandelnden Ort umfafit. 

8. Verfahren zur Herstellung implanti^barer Substrate zur Heilung und/oder 
15 Piotektion von Bindegewebe, voizugsweise Knozpel, nach den Ansprflchen 1 

bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB eine Struktur fOr die ZeUmatrixbildung 
und nundestens ein Mittel zur Aktiviening oitsstSndiger Zellen zur Gewebe- 
regeneration in Kontakt miteinander gebracht werden oder daB differenzieren- 
de Faktoren und chemotaktische Faktoren miteinander in Kontakt gebracht 
20 werden. 

9. Verfahren zur Bindegewebsheilung und/oder -protektion, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das Bindegewebe mit einem Substrat gemaB einem der AnsprU- 
che 1 bis 7 Oder einem Substrat, herstellbar gemaB dem Verfahren nach An- 

25 spruch 8 in Kontakt gebracht wird. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dafl das Bindegewebe 
Knorpel ist und vor dem in Kontakt Bringen des Knorpels mit dem Substrat 
VerbindungskanSle in dem subchondralen Raum des Knoipels hergestellt 

30 werden. 



wo 01/37858 



-18- 



PCT/EP0(V11735 



11. Verwendung eines Substrats gemafi einem der Anspriiche 1 bis 7 oder eines 
Substrats, herstellbar gemMfi dem Verfahren nach Anspruch 8 in der operati- 
ven Medizin und im Tissue Engineering. 
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Defective images within this document are accurate rqjresentations of the original 
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□ black borders 

□ image cut off at top, bottom or sides 
^ faded text or drawing 

□ blurred or illegible text or drawing 

□ skewed/slanted images 

□ color or black and white photographs 

□ gray scale documents 

'Klines or marks on original document 

□ r£ference(s) or exhibit(s) submitted are poor quality 

□ OTHER: 
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As rescanning these documents will not correct the image 
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